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RESUMEN (minimo 10 lineas):

La proteina antifungica PeAfpA de Penicillium expansum presenta gran interés agroalimentario
debido a su elevada estabilidad y potente actividad antifiingica frente a un amplio rango de hongos
fitopatdgenos. En este trabajo se han evaluado distintas estrategias biotecnolégicas con las que
optimizar la produccion de PeAfpA en Penicillium chrysogenum. Por un lado, la expresion
heterdloga del gen de PeAfpA bajo el control de su propio promotor afpa ha permitido la correcta
secrecién y procesado de la proteina en P. chrysogenum. La comparacion de la cinética de
produccién a 3, 5, 7 y 10 dias respecto a la cepa silvestre P. expansum CMP-1 resalta la existencia
de un patrén de produccién diferencial, que a tiempos cortos es ligeramente superior en la cepa de
P. chrysogenum. Ademas, la purificacion de PeAfpA mediante cromatografia de intercambio
catidnico ha permitido identificar la secrecién simultanea de las proteinas PAFB y PAFC en los
sobrenadantes liquidos de la cepa sobreproductora. Por otro lado, se ha evaluado la generacion de
versiones quiméricas de PeAfpA con las que incrementar su rendimiento de produccién y actividad
antifungica, para lo que se disefid una versidon dimérica y dos versiones quiméricas basadas en su
combinaciéon con la proteina Sca de Penicillium digitatum. Sin embargo, ninguno de los
transformantes de P. chrysogenum fueron capaces de sintetizar las proteinas disefiadas
biotecnolégicamente. Finalmente, se ha abordado la optimizacién de las condiciones de
inoculacidn para la ejecucién de ensayos de infeccidn in vivo con los que evaluar el efecto protector
de PeAfpA frente a la infeccién de P. digitatumy P. italicum en limones.

ABSTRACT (10 lines or more):

The antifungal protein PeAfpA from Penicillium expansum shows great agri-food interest due to its
high stability and potent antifungal activity towards a wide range of phytopathogenic fungi. In this
work several biotechnological strategies have been applied in order to optimize PeAfpA production
in Penicillium chrysogenum. Heterologous expression of PeAfpA under the control of its own
promoter afpa led to the correct secretion and processing of the protein in P. chrysogenum.
Likewise, monitoring of PeAfpA production after 3, 5, 7 and 10 days of incubation in comparison to
the natural producer P. expansum CMP-1 showed a different pattern of production with a slightly
higher yield in P. chrysogenum at short times. Furthermore, PeAfpA purification by cationic
exchange chromatography enabled the identification of both PAFB and PAFC antifungal proteins in
the supernatant of the PeAfpA-overproducing P. chrysogenum strain. Alternatively, quimeric
protein production has been evaluated as a strategy to improve PeAfpA vyield and antifungal
activity. A dimeric protein and two quimeric combinations based on the fusion with the Sca anionic
protein from Penicillium digitatum were designed for their bioproduction in P. chrysogenum.
Nevertheless, none of the transformants were able to synthetize the designed proteins. Finally,
optimization of the inoculation conditions for in vivo protective assays were carried out in order to
evaluate the effect of PeAfpA against P. digitatum and P. italicum infection in lemon fruits.
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1. INTRODUCCION

1.1. Los hongos fitopatogenos y su impacto en el sector agroalimentario

Los organismos fitopatégenos son responsables de graves pérdidas econdmicas asociadas a la
produccion de cultivos. En el sector hortofruticola, las pérdidas debidas a fendmenos de

deterioro microbiano varian entre el 10% y el 50% de la produccién total (Marcos et al., 2008).

Los hongos destacan como los principales patégenos de las especies vegetales cultivadas para
alimentacion, existiendo una gran variedad de especies causantes de enfermedades pre y
postcosecha. Asimismo, la existencia de hongos filamentosos productores de micotoxinas
constituye un importante riesgo para la seguridad alimentaria, comprometiendo tanto la
produccién animal como la salud humana. Los principales hongos productores de micotoxinas
pertenecen a los géneros Aspergillus, Fusarium vy Penicillium, siendo seis los tipos de
micotoxinas detectadas mayoritariamente en los alimentos: las aflatoxinas, la ocratoxina A, el
deoxinivalenol, las fumonisinas, la zearalenona y la patulina (Alshannaq y Yu, 2017).
Anualmente, se estima que hasta un 25% de la produccidn global de cultivos es descartada a
consecuencia de la contaminacién por micotoxinas, derivando en pérdidas econémicas del

orden de billones de ddlares para el sector alimentario (Marin et al., 2013).

Entre los hongos fitopatdégenos de mayor impacto econdmico se encuentran Magnaporthe
oryzae, patégeno de cultivos de arroz, y Botrytis cinerea, hongo micotoxigénico con una amplia
capacidad de infeccién a lo largo de la cadena productiva. Existen, ademas, muchos otros
hongos fitopatégenos causantes de pérdidas pre y postcosecha, como Fusarium graminearum
(cereales), Fusarium oxysporum (tomate, algodén y banana) o Ustilago maydis (maiz) (Dean et

al., 2012).

1.2. Infecciones fuingicas postcosecha en frutos citricos

Los frutos citricos son uno de los cultivos mas relevantes a nivel mundial, con una produccién
global estimada de 158 millones de toneladas. Solo en Espafia la produccidn global alcanza los
6 millones de toneladas y las 296 hectareas de cultivo, siendo el mayor productor en la Unidn
Europea (FAOSTAT, 2019). Las infecciones fungicas constituyen una de las principales causas
de pérdidas productivas y econdmicas durante la etapa de post-recoleccidon. Destacan, ante
todo, las infecciones causadas por Pencillium digitatum vy Penicillium italicum, capaces de
abarcar hasta un 80% y 30% de las pérdidas totales debidas a infecciones microbianas,
respectivamente, en funcion del estado del fruto y de las condiciones de almacenamiento (El-

Otmani et al., 2011).



El hongo ascomiceto P. digitatum es considerado el principal patégeno postcosecha de citricos,
siendo responsable de los fendmenos de pudricién verde durante la etapa de conservacion y
comercializacién. Es especifico de citricos, ya que no ha sido descrito en otros sistemas
vegetales. Este hongo filamentoso necrotréfico actia mediante la penetracién e infeccion a
partir de heridas fisicas preexistentes en la piel de los citricos. En concreto, la contaminacién
por P. digitatum puede tener lugar durante la recoleccion, transporte y manipulacion, aunque
la infeccidon proviene mayoritariamente del campo (Tuset, 1987). Por su parte, P. italicum es el
segundo hongo fitopatégeno mds importante en la conservacidon postcosecha de citricos,
siendo responsable de la conocida como podredumbre azul. Este hongo, ademas, es capaz de
infectar otros tipos de vegetales. Aunque P. italicum es mas tolerable a las bajas temperaturas,
P. digitatum invade rapidamente el fruto, de modo que su incidencia es predominante en las
condiciones usuales de conservacién (EI-Otmani et al., 2011). Ambos hongos actian como
patégenos de herida, requiriendo de dafos fisicos causados durante la recoleccidn,
manipulacién o distribucién de los frutos, asi como debidos a condiciones fisioldgicas adversas
o insectos (Palou, 2014). En ambos casos, la principal sintomatologia asociada a la infeccidén es
la maceracidn de los tejidos del fruto, acompafada de la visualizacién de micelio blanco junto
a conidiosporas de color verde (P. digitatum) y azul (P. italicum), tal y como se aprecia en la

Figura 1.

Infeccién fruto PDA

P. digitatum

P. italicum

Figura 1. (A) Imdagenes de fruto de naranja infectado con P. digitatum (podredumbre verde) y
P. italicum (podredumbre azul) tras 7 dias post infeccion. (B) Imagenes del crecimiento de

P. digitatum (cepa PHI26) y P. italicum (cepa PHI1) en medio sélido PDA (potato dextrose agar).



El control de los hongos fitopatdgenos de citricos ha sido efectuado tradicionalmente
mediante aplicacion de fungicidas quimicos durante las etapas de pre y postcosecha.
Actualmente, el imazalil es el fungicida mayormente utilizado en la conservaciéon postcosecha
de citricos. Otros de los fungicidas mas ampliamente extendidos en el control de las
infecciones fungicas causadas por P. digitiatum y P. italicum incluye el tiabendazol, el
ortofenilfenato sddio y el fludioxonil (EI-Otmani et al., 2011). Sin embargo, el uso continuado
y, en diversos casos, incorrecto de este tipo de fungicidas ha promovido la aparicion de cepas
resistentes (Holmes y Eckert, 1999; Sanchez-Torres y Tuset, 2011). Todo ello, unido a las
restricciones legislativas existentes entorno a los limites maximos de residuos fitosanitarios
permitidos en los productos vegetales y la creciente concienciacién ciudadana en materia de
medio ambiente y salud, ha potenciado la busqueda de métodos de control alternativos

(Papoutsis et al., 2019).

Por todo ello, el mercado global de fungicidas se encuentra en continuo crecimiento. Sin
embargo, son pocos los nuevos compuestos antifingicos introducidos en los ultimos treinta
anos. Existe, por tanto, una necesidad urgente en la identificacion de nuevas moléculas
antifungicas con elevada eficacia, ausencia de toxicidad y modos de acciéon diferentes a los ya

conocidos.

1.2. Las proteinas antifuingicas (AFPs) de hongos

Los péptidos y proteinas antimicrobianas (AntiMicrobial Peptides, AMPs) abarcan una amplia
clase de compuestos con actividad antimicrobiana directa. Los AMPs son producidos por
organismos a lo largo de toda la escala filogenética, desde bacterias hasta hongos, plantas,
insectos y animales superiores. En los procariotas, los AMPs forman parte de sistemas de
competicion por nutrientes. En cambio, en los organismos superiores forman parte de
mecanismos primitivos de inmunidad innata contra patdgenos microbianos (Michael Zasloff,

2002).

A pesar de la amplia diversidad de AMPs, todos ellos presentan caracteristicas comunes,
independientemente de su origen: son de pequefio tamano (entre 10 y 50 aminoacidos),
catidnicos y con alta proporcién de residuos hidrofébicos. Estos AMPs tienen un gran interés
para el desarrollo de nuevos compuestos antifungicos, con la ventaja de poder ser producidos
mediante estrategias biotecnoldgicas (Marcos et al., 2008). El uso de AMPs ha sido reconocido
como una alternativa frente al uso indiscriminado de fungicidas quimicos en la proteccién de

los cultivos, dada la ausencia de toxicidad y la elevada especificidad de los mismos.



Un grupo particular de AMPs son las llamadas proteinas antifungicas (AntiFungal Proteins,
AFPs) secretadas por hongos filamentosos ascomicetos, principalmente de los géneros
Penicillium y Aspergillus (Meyer, 2008). Las AFPs de origen fungico pertenecen a un tipo
especial de AMPs denominados proteinas ricas en cisteina (Cysteine Rich Protein, CRPs),
emparentadas filogenéticamente con las defensinas de origen animal y vegetal. Las AFPs son
proteinas pequefias y catidnicas, con una estructura compacta en ldminas B estabilizadas
mediante puentes disulfuro, lo que les confiere una elevada estabilidad frente al pH, las
elevadas temperaturas y la protedlisis. Asimismo, presentan un amplio espectro antifingico y
mecanismos de accion frente a hongos oportunistas de humanos, animales y plantas, asi como
frente a los principales hongos filamentosos causantes de alteraciones de los alimentos
(Delgado et al., 2016; Martinez-Culebras et al., 2021). Por tanto, presentan gran interés
biotecnoldgico debido a su elevada especificidad, estabilidad y actividad antifungica en el
rango micromolar, a la par que toxicidad nula frente a células de plantas y mamiferos

(Hegedis y Marx, 2013).

Diversos trabajos han puesto de manifiesto la gran variedad de AFPs producidas por distintos
tipos de hongos filamentosos, lo que ofrece nuevas oportunidades en el desarrollo de
compuestos con capacidad antifingica. El grupo de Péptidos y Proteinas Bioactivas propuso la
clasificacidon de las AFPs fungicas en tres clases: A, B y C, en base a su andlisis filogenético y
otras variables estructurales. Las AFPs estan codificadas con una péptido senal en la regiéon N-
terminal que incluye una secuencia inicial relacionada con la secrecién de las AFPs al espacio
extracelular y una secuencia pro-péptido cuya funcién es todavia controvertida pero para la
gue se asume la participacion en el mantenimiento de la forma inactiva de las AFPs no

secretadas (Marx et al., 1995).

Es interesante remarcar que los hongos presentan en su genoma un nimero variable de genes
afp. Por ejemplo, el hongo productor de penicilina Penicillium chrysogenum, cominmente
utilizado como biofactoria, contiene en su genoma tres genes del tipo afp, correspondientes a
cada una de las clases filogenéticas y que codifican las proteinas PAF, PAFB y PAFC. De igual
modo ocurre en el fitopatégeno postcosecha de frutos de hueso Penicillium expansum, cuyo
genoma codifica las AFPs PeAfpA, PeAfpB y PeAfpC. En cambio, el patdgeno postcosecha de
citricos Penicillium digitatum contiene un Unico gen afp, que codifica para la proteina de clase

B PdAfpB (Garrigues et al., 2016).



1.3. Produccién biotecnoldgica de AFPs

La utilizacién agroalimentaria de las AFPs requiere de biofactorias seguras, eficientes y
econdmicamente viables con las que permitir su produccién a gran escala. De entre los
sistemas de expresién evaluados, destaca la utilizacion de hongos y plantas como factorias

bioldgicas de AFPs y otros AMPs.

Las proteinas antifungicas AFP de A. giganteus, PAF de P. chrysogenum, NFAP de N. fischeriy
PdAfpB de P. digitatum han sido clonadas y producidas exitosamente en Pichia pastoris (Batta
et al., 2009; Galgoéczy et al., 2017; Lopez-Garcia et al., 2010). Asimismo, Penicillium spp. resalta
como una biofactoria apropiada para la expresidn biotecnoldgica de AFPs. En este contexto, se
ha desarrollado una plataforma biotecnoldgica para la produccién efectiva de diferentes AFPs
en sobrenadantes de cultivo de hongos, basada en la utilizacion del casete de expresion del
gen paf de P. chrysogenum. Este casete esta constituido por la secuencia promotora vy
terminadora que regula la expresidn natural del gen paf, asi como la secuencia pro-péptido
para dirigir su correcto procesamiento y secrecion (Sonderegger et al., 2016). El casete paf se
ha mostrado efectivo en la sobreexpresién de multiples AFPs, como PAF, mutantes de PAF,
NFAP, las proteinas PeAfpB y PeAfpC P. expansum vy las proteinas PAFB y PAFC de
P. chrysogenum (Garrigues et al., 2018; Holzknecht et al., 2020; Huber et al.,, 2018;
Sonderegger et al., 2016, 2018). Ademads, ha permitido la produccion heterdloga de distintas

AFPs, como la proteina PAF en P. digitatum (Garrigues et al., 2017).

Por otro lado, el casete de expresidn paf ha sido adaptado a un sistema de clonaje modular
conocido como FungalBraid (FB), compatible entre hongos y plantas (Hernanz-Koers et al.,
2018). La metodologia FB permite generar construcciones genéticas complejas en base a los
principios de estandarizacién y modularidad de la biologia sintética, facilitando el ensamblaje
de construcciones multigénicas en el ambito de la biotecnologia de hongos (Vazquez-Vilar et
al., 2020). El casete paf de FB ha permitido la produccion de la proteina antifungica de PdAfpB
en P. digitatum, asi como variantes quiméricas de las mismas disefiadas racionalmente

(Hernan-Koers et al., 20187; Heredero et al., 2018).

Recientemente, el grupo de investigaciéon en el que se realiza este trabajo ha adaptado la
secuencia promotora y terminadora que controla la expresion del gen afpa de P. expansum a
la metodologia FB, generando un nuevo casete de expresion para la bioproduccién de AFPs.
Hasta el momento, se ha comparado la eficacia de este casete para producir las proteinas
PeAfpA de P. expansum y PdAfpB de P. digitatum utilizando P. chrysogenum y P. digitatum

como factorias (datos no publicados).



1.4. Las PeAFPs de Penicillium expansum

P. expansum es un hongo fitopatdégeno responsable de la enfermedad del moho azul en
diversos tipos de frutos y vegetales, siendo uno de los patdégenos mas importantes a escala
mundial en frutos de hueso como la manzana. Como ya se ha comentado, este hongo
filamentoso contiene en su genoma tres genes que codifican para tres AFPs, correspondientes
a cada una de las clases filogenéticas: PeAfpA, PeAfpB y PeAfpC. Las proteinas antifingicas de
P. expansum han sido satisfactoriamente producidas y caracterizadas en trabajos previos

(Gandia et al., 2020; Garrigues et al., 2018).

La proteina PeAfpA alcanza elevados rendimientos de produccién de forma natural con la cepa
silvestre CMP-1. En concreto, la expresion del gen afpa se ve afectada por la fuente de
carbono presente en el medio de cultivo, dado que frente a la presencia de glucosa la
expresion del gen se ve reducida en comparacién a la adicidon de sacarosa. Asimismo, se ha
determinado la produccidn simultanea de PeAfpC en distintos medios de cultivo, aunque con
rendimientos mucho menores a PeAfpA (Gandia et al., 2020). En cambio, no se ha detectado la
produccion natural de la proteina PeAfpB en P. expansum. En este contexto, se ha abordado
exitosamente la produccion de PeAfpB y PeAfpC P. chrysogenum mediante estrategias

biotecnoldgicas basadas en el casete de expresion paf (Garrigues et al., 2018).

1.5. PeAfpA en el control postcosecha

La proteina PeAfpA presenta gran interés agroalimentario debido a su potente capacidad
antifungica frente a hongos fitopatdgenos y micotoxigénicos, incluido su propio hongo
productor P. expansum. Su aplicacién en ensayos de infeccién in vivo ha demostrado la
capacidad de PeAfpA de proteger los frutos de naranja (Citrus sinensis L. Osbeck cv. Navelina)
de la podredumbre verde causada por P. digitatum durante el almacenamiento postcosecha a
concentraciones de 1,5 y 15 uM (Garrigues et al., 2018). Asimismo, recientemente se ha
identificado su capacidad protectora frente a la podredumbre causada por P. expansum en
frutos de manzana (Malus domestica cv. Golden Delicious), lo que resalta el potencial de
PeAfpA como agente biofungicida en distintos tipos de patosistemas (Gandia et al., 2020). Por
otro lado, PeAfpA es capaz de inhibir la infeccion de Botrytis cinerea en plantas y hojas de
tomate en concentraciones tan bajas como 1 puM, resaltando su papel potencial en la

proteccion de cultivos vegetales (Garrigues et al., 2018).



2. OBJETIVOS

La futura aplicacién agroalimentaria de las AFPs requiere de sistemas de produccidn eficientes.
Por tanto, el objetivo global de este trabajo es contribuir a la optimizacién de la produccidn
biotecnolégica de la proteina PeAfpA, asi como ensayar su aplicacién in vivo en nuevos

patosistemas postcosecha.
Para ello, se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Diseiio biotecnoldgico de proteinas quiméricas basadas en PeAfpA como aproximacion

para incrementar sus rendimientos de produccién y capacidad antifungica.

2. Optimizacidon de las condiciones de cultivo para la produccién heterdloga de PeAfpA a
partir de la cepa transformante PcMGO0052 de Penicillium chrysogenum. Para ello, se
comparara la cinética de producciéon de PeAfpA con respecto a la cepa silvestre

Pencillium expansum CMP-1 y se evaluara su procesamiento.

3. Ensayo del efecto protector de PeAfpA en limdn (Citrus limon (L.) Burn) frente a los

hongos fitopatdgenos Penicillium digitatum y Penicillium italicum.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Cepas, medios y condiciones de cultivo

Para los ensayos de produccion de AFPs se han utilizado las cepas P. expansum CECT 20906
(CMP-1) y el transformante P. chrysogenum PcMGO0052 productor de PeAfpA. La cepa
P. chrysogenum Apaf fue utilizada como cepa parental para la transformacidn genética de las
versiones quiméricas de PeAfpA. Para los ensayos de infeccion in vivo en limones se utilizaron

las cepas de P. digitatum CECT20796 (aislado PHI26) y P. italicum (aislado PHI1).

La cepa E. coli JIM109 ha sido utilizada en los protocolos de clonacién. Su crecimiento se
efectué en medio sélido Luria Bertani (LB) suplementado con cloranfenicol (25 pg/mL),
kanamicina (50 pg/mL) o espectinomicina (50 pg/mL) para los vectores pUPD2, pDGB3a y
pDGB3Q, respectivamente. El medio LB se suplementd con (IPTG) 0,5 mM y 5-bromo-4-cloro-
3-indolil-D-galactoprianosido (X-Gal) 40 ug/mL para la seleccion de los mutantes positivos.
Agrobacterium tumefaciens AGL-1 (ATCC® BAA101™) fue crecida en medio sdlido LB

suplementado con rifampicina (20 pg/mL).

Para la obtencién de conidios asexuales (esporas) las cepas fueron crecidas en medio sdlido
Potato Dextrose Agar (PDA) (Difco 213400) durante 5-7 dias a 25 9C. Las esporas se recogieron
por rascado, se dispersaron en agua estéril y se filtraron para eliminar restos de micelio. La

concentracion de conidios se determiné mediante conteo con camara cuentaglébulos.

Los transformantes generados para la produccidon de las versiones quiméricas de PeAfpA
fueron crecidos en medio sdlido PDA o medio liquido PDB (Scharlau 02-483-500)
suplementados con 25 pg/mL de geneticina como antibidtico de seleccidn. Para la produccion
de las versiones de PeAfpA quiméricas se inocularon 108 conidios/mL en 25 mL de medio
minimo de Penicillium chrysogenum (PcMM) y se evalud la produccion después de 3 y 5 dias
de crecimiento a 150 rpm y 25 2C. Los analisis de produccion de la proteina PeAfpA se
efectuaron mediante inoculacién de 10° conidios/mL en 250 mL de medio minimo PcMM

crecido hasta 10 dias a 150 rpm y 25 °C.

3.2. Clonacion de las construcciones quiméricas

3.2.1. Ensamblaje FungalBraid (FB)

Las construcciones multigénicas para la expresiéon de las proteinas quiméricas de PeAfpA
fueron disefiadas y ensambladas mediante la metodologia de clonacién FungalBraid (FB),
basada en la ejecucién de tres etapas consecutivas: domesticacion de las piezas basicas (Nivel

0), ensamblajes multipartitos (Nivel 1) y ensamblajes binarios (Nivel >1). Las piezas bdasicas



(Nivel 0) fueron disefiadas de acuerdo con la gramatica de Golden Braid a través de la

herramienta https://gbcloning.upv.es/, procediendo a su pedido como genes sintéticos (IDT,

Integrated DNA Technologies). Cada pieza fue ligada en el vector de destino pUPD2 mediante
una reaccién de restriccion-ligacion en presencia de los enzimas BsmBI (New EnglandBiolabs) y
T4 DNA ligasa (Promega) durante 25 ciclos de 2 min a 37 2Cy 5 min a 16 2C (Hernanz-Koers et
al., 2018). Se llevo a cabo la transformaciéon genética de E. coli JM109 mediante choque
térmico con un microlitro de cada producto de reaccion. Los clones positivos fueron
confirmados mediante PCR y secuenciacidon Sanger con los cebadores OJM524 y OJM525
(Tabla 1). Tras efectuar la extraccion de DNA plasmidico con el kit comercial NZYMiniprep
(Nzytech) se realizaron las reacciones de digestidn-ligacion de Nivel 1, utilizando los vectores
de destino pDGBalR y las condiciones de tiempo y temperatura especificadas en Hernanz-
Koers et al. (2018). Finalmente se efectud el ensamblaje de las construcciones multigénicas de
Nivel 1 junto al marcador de resistencia a geneticina (FBO09) utilizando el vector de destino
pDGBQ1. La verificacién de los clones positivos asociadas a las reacciones de Nivel 1y 2 se
realizé6 mediante analisis de restriccion y PCR colonia con los cebadores flanqueantes 0OJM533
y 0JM534 (Tabla 1). Los vectores recombinantes finales fueron transformados en la cepa de

A. tumefaciens AGL-1 mediante electroporacion con 1 pL de DNA plasmidico a 1440 V/cm.

Tabla 1. Cebadores utilizados en la confirmaciéon molecular de los plasmidos.

Nombre Uso Secuencia (5’-3’)
0JM524 FW GCTTTCGCTAAGGATGATTTCTGG
0JM525 RV CAGGGTGGTGACACCTTGCC
0JM533 FW CGAGTGGTGATTTTGTGCCG
0JM534 RV CCCGCCAATATATCCTGTCAG

FW: forward, RV: reverso

3.2.2. Secuenciacion

Las piezas basicas fueron confirmadas mediante secuenciacion Sanger. Se utilizaron 5 plL de
cada plasmido a una concentracion de 30 ng/uL como molde para realizar las reacciones de
PCR de secuenciacién con el kit comercial BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing. Se aplicé
el siguiente programa de amplificacion: 1 ciclo a 94 2C 3 min y 99 ciclos constituidos por una
etapa inicial de a 96 2C 10 s, una etapa de hibridacién a 55 2C 10 s y una fase de elongacién a
60 2C 4 min. La secuenciacion de los productos de PCR fue efectuada por el Servicio Central de

Apoyo a la Investigacion Experimental (SCIE) de la Universidad de Valencia.


https://gbcloning.upv.es/

3.2.3. Andlisis por PCR colonia

Las reacciones de amplificacién por PCR colonia se realizaron con el kit Supreme NZYTaq Il
(NZYTech). Previamente cada colonia fue sembrada en 400 pL de medio liquido LB con
antibidtico de seleccién. Para las reacciones se empled un volumen final de 15 pL, de los cuales
7,5 UL corresponden al Green Master Mix (2X), 0,5 puL a cada uno de los cebadores (10 mM), 1
uL a cada colonia y 4,5 pL al H,O miliQ. El programa de amplificacion utilizado consistio en 1
ciclo de desnaturalizaciéon a 95 2C 5 min y 35 ciclos constituidos por una etapa de
desnaturalizacion a 94 2C 1 min, anillamiento a 60 2C 1 min y elongacién a 72 2C a razén de 1

kb/min.

3.2.4. Andlisis por restriccion enzimdtica
Los plasmidos recombinantes fueron digeridos con enzimas de restriccién seleccionadas para
generar un patrén de bandas identificativo mediante separacién por electroforesis en gel de

agarosa al 1% (w/v). Se utilizé el software Benchling (https://www.benchling.com) para la

seleccidn de las endonucleasas. Las reacciones de digestion fueron mantenidas durante 1 h a
37 °oC, anadiendo buffer de restriccién, 0,5 unidades de enzima y ~300 ng de DNA en un

volumen final de 10 pL.

3.3. Transformacion genética de P. chrysogenum mediada por Agrobacterium

tumefaciens (ATMT)

La transformacién genética de P. chrysogenum se realizd siguiendo el protocolo descrito en
trabajos previos (Hernanz-Koers et al., 2018; Vazquez-Vilar et al., 2020). Brevemente, se
procedid a la mezcla de los cultivos de A. tumefaciens (ODego ~ 0,6) con 100 uL de esporas (10°
conidios/mL), efectuando su cocultivo en medio CM suplementado con acetosiringona
(200 mM) durante 2-3 dias a 24 2C. Las membranas de cocultivo fueron entonces transferidas
a placas de PDA suplementadas con geneticina (25 pg/mL), cefotaxima (200 umol) y
moxalactam (100 pg/mL). Tras la aparicidn de colonias, las placas fueron lavadas con 1 mL de
agua estéril para resuspender las esporas y 100 pL de cada suspension fueron utilizadas en la
inoculacion de placas de seleccion de PDA con geneticina. A partir de las mismas se
seleccionaron colonias individuales, procediendo a su inoculacién en microplacas de 24
pocillos. Tras 2-3 dias a 249C, las esporas fueron recogidas y resuspendidas en 500 uL de agua
estéril, procediendo a la obtencion de cultivos monospdrico mediante estria en placa de
seleccidn. Para cada construcciéon genética se realizaron cinco réplicas de cocultivo.
Paralelamente se realizaron dos transformaciones con las construcciones FBO03 (hyg®) y FBO09

(G418R) como control negativo y positivo de la transformacion, respectivamente.
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3.4. Extraccidon de DNA gendmico de Penicillium chrysogenum

Para la extraccion de DNA gendmico se inocularon 100 uL de solucién de esporas en 900 uL de
medio PDB y se incubaron a 259C y 200 rpm durante 3 dias. Los cultivos se centrifugaron a
12000 rpm durante 10 min a 4 2C. Seguidamente se afadieron 500 uL de buffer de extraccién
(50mM Tris-HCI pH 7.5; 100mM EDTA; 0.5% SDS, 300mM AcNa pH 6) y 5 pL de Proteinasa K y
el micelio se pulverizd. Tras incubacidn durante 1 h a 65 2C, se afiadieron 600 puL de solucion
de fenol:cloroformo (1:1). Las muestras fueron mezcladas por inversion y centrifugadas a
12000 rpm durante 10 min y 4 oC. Los sobrenadantes resultantes se transfirieron a tubos de
1,5 mL, afadiendo 0,7 voliumenes de isopropanol a cada muestra. El DNA precipitado se lavd
con 500 pL de etanol 70%. Las muestras se centrifugaron y se descartd el etanol. Finalmente,

los pellets se resuspendieron en 35 uL de TE con 0,5 pL de RNasa.

3.5. Amplificacidon del DNA gendmico por PCR

La amplificacion por PCR fue llevada a cabo para confirmar la correcta integracion ectépica de
los casetes de produccion de las proteinas quiméricas en el genoma de P. chrysogenum. Las
reacciones de amplificacion se realizaron con el kit Supreme NZYTaq Il, aplicando las

condiciones de tiempo y temperatura descritas en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de amplificacién por PCR del DNA genémico.

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 °C 5 min 1
Desnaturalizacion 94 oC 1 min

63 °C (OJM620 — 0OJM621)

15s 35
49 °C (0JM435 — 0JM555)

Anillamiento

Extension 72 eC 1min30s

Se empled un volumen final de reaccién de 15 L, de los cuales 7,5 uL corresponden al Green
Master Mix (2X), 0,5 uL a cada uno de los cebadores (10 mM), 1 pL al DNA (50 ng/ul) y 4,5 pL
al H,0 miliQ. Como controles positivos se utilizaron los vectores recombinantes purificados y
como control negativo agua estéril. Se realizaron dos reacciones de amplificacion por
transformante utilizando las parejas de cebadores OJM620 — OJM621 y 0JM435 — OJM555
(Tabla 3).
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Tabla 3. Cebadores utilizados en la confirmacion molecular de los transformantes.

Nombre Uso Secuencia (5’-3’)
0JM620 FW GCTTGTCCGGCCTTGTGACGCC
0JM621 RV AGGAAGGCCCCGAGGAAGATGC
0JM435 FW AACTGATATTGAAGGAGCAT
0OJM555 RV TCATCATGCAACATGCATGTA

FW: forward, RV: reverso

3.6. Purificacidn de la proteina recombinante PeAfpA

Se llevé a cabo la purificacion de la proteina PeAfpA a partir de la cepa P. chrysogenum
PcMGO0052 mediante cromatografia de intercambio catidnico, siguiendo el protocolo descrito
por Garrigues et al. (2018). La purificacién se realizé a partir de sobrenadantes de cultivo de la
cepa productora tras 5 dias de crecimiento. Los sobrenadantes filtrados y centrifugados a
10000 rpm durante 45 minutos se dializaron (3.5K MWCO, SnakeSkin™ Dialysis Tubing) frente
a tampodn fosfato sédico 20 mM pH 6,5. La cromatografia se efectué mediante un sistema de
purificacion AKTA equipado con una columna de intercambio catiénico RESOURCE™ S 6 mL (GE
Healthcare Life Sciences) equilibrada en el tampdn de didlisis. Para la elucion se aplicé un
gradiente lineal de NaCl de OM a 0,5M. La repurificacién de PeAfpA y PAFB fue realizada
mediante cromatografia de intercambio catidnico en buffer Tris HCI 20 mM pH 8 y gradiente
lineal de NaCl de OM a 0,3M. Las fracciones cromatoégraficas (6 mL) resultantes se evaluaron
mediante gel SDS-PAGE 16%, seleccionando las fracciones de interés que fueron mezcladas,
dializadas frente a H,O Milli-Q y liofilizadas. La concentracion de las proteinas se determiné a
partir de su absorbancia (A2s0) y coeficiente de extincidon molar (PeAfpA g5 = 0,639 y PAFB

€80 = 0,458).

3.7. Western blot

La deteccidn de las proteinas AFPs en los sobrenadantes de cultivo liquido se efectué mediante
inmunodeteccion. Las proteinas fueron separadas mediante electroforesis SDS-PAGE al 16% y
transferidas a una membrana de nitrocelulosa Amersham Protran 0.20 um NC (GE Healthcare),
tal y como se describe en Gandia et al. (2020). La deteccidn se llevé a cabo utilizando los
anticuerpos de conejo anti-PeAfpA (1:2500), anti-PeAfpC (1:2500) (Garrigues et al., 2018) y
anti-PAFB (1:1000) (Huber et al., 2018). Como anticuerpo secundario se utilizé el anticuerpo

ECL NA934 horseradish peroxidase donkey anti-rabbit (GE Healthcare), procediendo al
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revelado de la membrana mediante deteccién quimioluminiscente con el agente ECL™ Select
Western blotting detection reagent (GE Healthcare). A partir de las imagenes obtenidas en el
dispositivo Amersham™ ImageQuant™ 800 se llevd a cabo la cuantificacion relativa de PeAfpA

mediante densitometria de las sefiales del western blot con el software ImageJ (v 1.53a).

3.8. Identificacion de proteinas mediante huella peptidica

El analisis protedmico de las fracciones purificadas fue realizado por la Unidad de Protedmica
(SCSIE) de la Universidad de Valencia. La identificacién se llevé a cabo mediante digestién de
las muestras con tripsina, analizando los péptidos resultantes con el espectrometro de masas
5800 MALDI TOF/TOF (ABSciex). La informacion resultante fue evaluada con el software
MASCOT (ABSciex) para proceder a la identificacidon de las proteinas mediante comparacion

con la base de datos Uniprot-Penicillium200107.

3.9. Ensayos de proteccion in vivo en frutos de limén

Los ensayos para evaluar el efecto protector de PeAfpA fueron realizados con limones (Citrus
limon (L.) Burn) variedad ‘Primafiori’. Una vez recibidos los frutos se desinfectaron
sumergiéndolos en una solucién de lejia al 5% durante 5 min. A continuacién se enjuagaron
con agua corriente y se dejaron secando hasta su utilizacion. Para los ensayos de infeccidn se
seleccionaron limones de calibre homogéneo que no presentaran dafos fisicos o
podredumbres visibles, aplicando tres réplicas de cuatro-cinco limones por tratamiento

(n = 12-15).

En cada ensayo se realizaron tres tratamientos: control de herida (frutos heridos con
inoculacion de agua estéril), control de infeccién (frutos infectados con P. digitatum o
P. italicum) y aplicacién de PeAfpA junto a la solucidn de esporas del hongo correspondiente.
En cada limén se realizaron cuatro heridas distribuidas en el ecuador del fruto de manera
equidistante utilizando un punzéon de 3 mm de profundidad (n = 48 - 60 heridas). Las heridas
fueron inoculadas con 5 pL de agua estéril, 5 puL de la suspension de esporas o 5 pL de la
suspension de esporas preincubadas durante 24 h con PeAfpA a concentracién 15 pM. Se
evaluaron distintas concentraciones de inéculo (10* - 5 x 103 conidios/mL para P. digitatum y
2,5 x10*-5 x 103 conidios/mL para P. italicum). Tras la inoculacién los frutos se mantuvieron
a 20 2C y 90% de humedad relativa, monitorizando la incidencia de la infeccion (porcentaje de
heridas totales infectadas) a los 4, 5, 6 y 7 dias post-infeccion (dpi). Los porcentajes obtenidos
para cada dpi fueron sometidos a un andlisis comparativo de las medias mediante test t de

student con distribucién bilaterial (p < 0,05) utilizando el software GraphPad Prism v. 6.01.
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4. RESULTADOS

4.1. Disefiio in silico de las proteinas quiméricas de PeAfpA

Se disefiaron un total de tres proteinas quiméricas como aproximacién para incrementar los
rendimientos de produccion y/o la actividad antiflingica asociada a la proteina nativa PeAfpA

de P. expansum.

Por un lado, se generd una version dimérica de PeAfpA con el objetivo de incrementar su
actividad antifungica. Por otro lado, se generaron dos versiones quiméricas constituidas por la
fusion de la proteina PeAfpA con una proteina anidnica de pequefio tamafo conocida como
Sca (secreted cysteine-rich anionic protein y scaffold) secretada naturalmente por P. digitatum.
La combinacién de la secuencia codificante de Sca con el casete de expresion paf ha permitido
alcanzar elevados rendimientos de produccion en P. chrysogenum (Garrigues et al., 2020).
Este efecto puede estar relacionado con una accién como “scaffold” o andamio molecular, por
lo que su utilizacion podria constituir una estrategia util en la estabilizacién de proteinas. Por
tanto, la fusion de los dominios proteicos de PeAfpA con Sca tenia como objetivo evaluar el
incremento de los rendimientos de producciéon biotecnoldgica de PeAfpA. Para ello se
disefaron dos proteinas quiméricas con Sca en posicion N y C-terminal. Ademas, en las tres
proteinas se incluyd una secuencia espaciadora (linker) que permitiese mantener la flexibilidad
y el plegamiento, para lo que se selecciond el péptido APKKVEP de la defensina natural

dimérica MtDef5 (Islam et al., 2017).

4.2. Ensamblaje y generacion de transformantes para la bioproduccion de las

proteinas quiméricas de PeAfpA

La obtencion de las cepas de P. chrysogenum transformantes para cada una de las proteinas
quiméricas se realizd mediante el sistema de ensamblaje modular FB. El conjunto de
construcciones genéticas generadas para obtener los vectores recombinantes finales queda

resumido en la Tabla 4.
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Tabla 4. Plasmidos FB para la produccion de proteinas quiméricas.

Plasmido Construccion genética Vector FB
FB254 Linker::PeAfpA [B4B5] pUPD2
FB255 Linker::Sca [B4B5] pUPD2
FB256 PeAfpA [B3] pUPD2
FB294 Sca [B3] pUPD2
FB267 FB107::FB256::FB254::FB109 pDGB3alR
FB268 FB107::FB256::FB255::FB109 pDGB3alR
FB277 FB107::FB294::FB254::FB109 pDGB3alR
FB285 FB267 + FBOO9 pDGB3Q1
FB286 FB268 + FBOO9 pDGB3Q1
FB288 FB277 + FBOO9 pDGB3Q1

En primer lugar, se llevd a cabo la “domesticacion” de las secuencias codificantes de PeAfpA 'y
Sca, etapa basada en la adicién de secuencias de reconocimiento que permiten insertar las
piezas genéticas en el vector pUPD2 y determinar la posicién que tomard cada pieza en los
ensamblajes posteriores. En total se disefiaron cuatro construcciones basicas (FB254, FB255,
FB256 y FB294) para abarcar la localizacion de PeAfpA y Sca en posicion N-terminal (CDS 1,
categoria B3) y C-terminal (CDS 2, categoria B4B5) siguiendo la gramdatica de FB (Figura 2A). En
las piezas B4B5 se elimind el coddn de inicio, asi como las regiones codificantes del propéptido
y péptido sefial. Asimismo, la secuencia codificante del espaciador APKKVEP
(5" GCCCCCAAGAAGGTCGAGCCC 3’) se adiciond en los extremos 5’ de las piezas B4B5. Tal y
como se esquematiza en la Figura 2B, cada una de las piezas basicas fueron introducidas en el
vector de destino pUPD2. Su correcta integracion se confirmé mediante PCR colonia (Figura

2C) y secuenciacidn Sanger a partir de colonias independientes.
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Figura 2. Domesticacion de las piezas genéticas basicas. (A) Gramatica FB, indicando las
secuencias identificadoras de cada categoria (B) Esquema de la reaccién de digestidn-ligacidn
(Nivel 0) para la insercion de las piezas en el vector de destino pUPD2 (C) Verificacién del
tamafo esperado para las piezas basicas FB254, FB255 y FB256 mediante amplificacion por
PCR. AZ: control colonia azul (casete gen lacZ); pUPD2: control positivo plasmido pUPD2; LB:

control negativo medio Luria Bertuni; H,O: control negativo agua.

A partir de las piezas basicas se fueron obteniendo construcciones genéticas cada vez mas
complejas mediante la estrategia de ensamblaje descrita en la Figura 3. Tal y como se indica,
las secuencias codificantes (FB254, FB255, FB256 y FB294) fueron combinadas con las
secuencias promotora y terminadora del casete de expresion afpa de P. expansum,
recientemente adaptado a la metodologia FB por el grupo de investigacion. Finalmente, cada
una de las tres unidades transcripcionales resultantes (FB267, FB268 y FB277) se combinaron
con el casete de resistencia a geneticina (FBO09) para permitir la seleccion durante la

transformacion fungica.
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Figura 3. Esquema de generacion de las unidades transcripcionales para las proteinas
quiméricas. Las piezas bdsicas fueron combinadas con el promotor y terminador del casete FB
afpa mediante una reaccion de digestidn-ligacion (Nivel 1). Cada una de las unidades
transcripcionales resultantes fueron combinadas mediante una reaccién de digestidn-ligacion
con el marcador de resistencia de geneticina (FBO09) para la seleccidon de transformantes en

P. chrysogenum (Nivel 2).

Las vectores recombinantes generados en los ensamblajes de Nivel 1 y 2 fueron confirmadas
mediante PCR colonia con oligonucleétidos flanqueantes a las unidades transcripcionales y
mediante comparacién del patréon de bandas asociado al anadlisis de restriccién con

endonucleasas de doble corte (Figuras 4-5).
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Figura 4. Verificacion de las colonias individuales correspondientes a los ensamblajes FB en
gel de agarosa 1% (w/v). (A) Amplificacién por PCR colonia de las unidades transcripcionales de
Nivel 1 y (B) ensamblajes multipartitos de Nivel 2. M: marcador de pesos moleculares; AZ:
control colonia azul (casete gen lacZ); LB: control negativo de medio Luria Bertuni; H,0: control
negativo de agua; alR: control positivo plasmido pDGBalR; Q1: control positivo plasmido

pDGBQ1.
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c M

Figura 5. Analisis de restriccion del DNA plasmidico de colonias individuales en gel de agarosa
1% (w/v). Patron de restriccion de las construcciones FB267, FB286 y FB275 (Nivel 1) y FB285,
FB286 y FB288 (Nivel 2) con Banll. M: marcador de pesos moleculares; alR: control del patrén
restriccion del plasmido receptor pDGBalR; Q1: control del patrdn restriccion del plasmido

receptor pDGBQ1.

Los vectores binarios resultantes de la estrategia de clonaje (FB286, FB286 y FB288) fueron
utilizaron directamente en la transformacién de P. chrysogenum mediada por A. tumefaciens

(ATMT).
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Los transformantes monospdricos obtenidos tras el proceso de transformacion fueron
confirmados molecularmente utilizando dos parejas de oligonucledtidos seleccionadas para
cubrir la longitud completa de las construcciones multigénicas, tal y como queda representado

en la Figura 6A.
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Figura 6. Confirmacion molecular de los transformantes monospdricos para FB285, FB286 y
FB288. (A) Esquema de las reacciones de amplificacion y puntos de anillamiento (B) Amplificaciéon
por PCR para identificar los transformantes positivos para FB285 (azul), FB286 (marrdn) y FB288
(verde). gDNA: DNA gendmico de la cepa parental P. chrysogenum Apaf. ddH,0: control negativo

agua destilada.

La Figura 6B muestra la evaluacion de 19 de los transformantes resistentes a geneticina
seleccionados para su confirmacién. En total se identificaron 13, 11 y 16 transformantes
positivos para la construccion FB285 (PeAfpA::PeAfpA), FB286 (PeAfpA::Sca) y FB288
(Sca::PeAfpA), respectivamente. Ademads, en cuatro de los transformantes evaluados para la
construccidon FB286 se observd la ausencia de amplicén en la regién correspondiente al casete
de expresién de la proteina quimérica (Figura 6B, superior), lo que puede estar relacionado

con fendmenos de integracion ectdpica aberrantes.
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4.3. Evaluacidn de la capacidad de produccion de las proteinas quiméricas

Los transformantes confirmados molecularmente fueron cultivados en medio minimo PcMM
para evaluar la capacidad de produccién de las proteinas quiméricas. La Figura 7 constituye un
ejemplo representativo de gel SDS-PAGE resultante de las muestras de sobrenadantes 10X de

once de los transformantes evaluados tras 5 dias de crecimiento.

Las proteinas disefiadas biotecnoldgicamente presentan un masa molecular tedrica de 14,3
kDa para PeAfpA::PeAfpA y de 19,7 kDa para las combinaciones con Sca, con un punto

isoeléctrico (pl) tedrico de 9,48 y 8,98, respectivamente.

En ninguno de los transformantes FB285 se detecté banda proteica de elevada intensidad
correspondiente al tamafio molecular esperable del dimero PeAfpA (14,3 kDa). De igual modo,
ninguna de las cepas transformadas con las construcciones FB286 (AfpA::Sca) o FB288
(Sca::AfpA) fue capaz de producir una banda proteica del peso molecular estimado (19,7 kDa)

en cantidades detectables (Fig 7, panel superior).

PCCR2851A
PCCR28518B

PCCR2852A
PCCR2862A
PCCR2863A
PCCR2863B
PCCR2881A
PCCR2882A

PCCR2883A
PCCR2884A
PCCR2881B

Apaf

PeAfpA

kDa ™
198

a - PeAfpA
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Figura 7. Andlisis de los sobrenadantes de cultivo de las cepas transformantes mediante SDS-
PAGE. Tincidn azul coomasie de los sobrenadantes 10X tras 5 dias de crecimiento (panel superior) y
western blot para la deteccion de PeAfpA (panel inferior). Se cargaron 2 ug de PeAfpA y Sca puras

como controles. M: SeeBlue Pre-stained protein standard.

La incapacidad de los transformantes de producir las proteinas quiméricas bajo las condiciones

evaluadas en este trabajo fue confirmada mediante inmunodeteccién con el anticuerpo
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policlonal anti-PeAfpA (Fig 7, panel inferior). En concordancia, las proteinas quiméricas
tampoco fueron detectadas en los sobrenadantes liquidos de los transformantes crecidos
durante 3 dias (datos no mostrados), por lo que su ausencia a dia 5 no parece corresponderse

con fendmenos de degradacién proteica.

4.4. Optimizacion de las condiciones de produccion de PeAfpA en el sobreproductor

PcMGO0052 de P. chrysogenum

Trabajos previos realizados por el grupo de investigacién han permitido generar una cepa
sobreproductora (PcMGO0052) de la proteina antifungica PeAfpA en P. chrysogenum a través
del casete de expresidn afpa de FB. Con el objetivo de optimizar las condiciones de produccion
de PeAfpA en el sobreproductor se procedié a evaluar la secrecidon de la proteina en los
sobrenadantes de cultivo liquido tras 3, 5, 7 y 10 dias de crecimiento en matraz con medio

minimo PcMM (Figura 8).
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Figura 8. Analisis Western blot de los sobrenadantes de P. expansum CMP-1 y la cepa
sobreproductora P. chrysogenum PcMGO0052 a lo largo del tiempo. Gel SDS-PAGE 16% de los
sobrenadantes 5X tras 3, 5, 7 y 10 dias de crecimiento en PcMM (panel superior) y western blot para la
deteccidn de PeAfpA (panel inferior). Se cargd 1 ug de proteina pura PeAfpA como control. M: SeeBlue

Pre-stained protein standard.

Para la cepa silvestre P. expansum CMP-1, productor natural de PeAfpA, se detectd una banda
proteica del peso molecular esperado (~6 kDa) desde el dia 5, alcanzando una intensidad

creciente hasta el dia 10. En cambio, en el transformante PcMGO0052 se detectd una banda
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proteica del peso molecular estimado desde el dia 5, manteniendo una intensidad similar a lo
largo de los tiempos evaluados. Sin embargo, a partir del dia 7 se identificaron ademas indicios
de degradacion proteica, lo que podria estar relacionado con fendmenos de protedlisis que

pueden estar afectando a la estabilidad de la proteina PeAfpA madura.

La deteccion inmunoquimica de PeAfpA confirmd una produccién superior de PeAfpA a tiempos
largos (7 y 10 dias) en la cepa CMP-1 de P. expansum. Por su parte, en el transformante
PcMGO0052 de P. chrysogenum la mayor produccion se alcanzé en el dia 7, con una densidad de
banda un 50% inferior a la alcanzada por CMP-1 a dia 11. Asimismo, la comparacion
densitométrica a tiempos cortos (3 y 5 dias) resaltd la ausencia de la proteina a dia 3 y la
presencia de densidades de banda similares a dia 5 en ambas cepas, siendo ligeramente

superior en PcMGO0052.

Dado que PeAfpA parece ser secretada por PcMGO0052 en cantidades similares a CMP-1 a
tiempos cortos, se procedié a comparar el rendimiento de purificacién de la proteina a partir de
los sobrenadantes de cultivo tras 5 dias de incubacién. En concordancia con las propiedades
fisicoquimicas de PeAfpA (pl=9,48), la proteina madura secretada por P.expansum fue
purificada con éxito mediante cromatografia de intercambio catidnico a pH 6,5, identificando un
Unico pico de elucién correspondiente a la proteina de interés. En cambio, durante la
purificacion de PeAfpA secretada por la cepa PcMGO0052 se identificaron dos picos de elucién
independientes, correspondientes a las fracciones 4-7 y 14-15 (Figura 9A). La evaluacién de
estas fracciones cromatograficas en gel SDS-PAGE mostrd la coelucién de dos bandas de distinto
peso molecular (~38 y 6 kDa) en la fraccidn 5 y dos bandas de peso molecular similar (~6 kDa) en

las fracciones 14-15 (Figura 9B).

Se procedid a la identificacién de las proteinas coeluidas en las fracciones 5 y 14 mediante
determinacion de la huella peptidica a partir de las bandas recortadas del gel de poliacrilamida.
Las dos bandas detectadas en la fraccién 5 correspondian con una arabinan endo-1,5-a-L-
arabinosidasa de P. chrysogenum (hit score 505; E-value 1,1e*°) de 36 kDa y con la proteina
antifingica PAFC de P. chrysogenum (hit score 184; E-value 1,4e 13), para la que se ha
determinado un peso molecular de 6,6 kDa en su forma madura (Holzknecht et al., 2020). Por su
parte, las bandas de las fracciones 14 correspondian con la proteina madura PeAfpA de
P. expansum (hit score 144; E-value 1,1e *?) de 6,6 kDa y con la proteina antifingica PAFB de

P. chrysogenum (hit score 143; E-value 1,7 e®) de 6,5 kDa (Huber et al., 2018).

El orden de elucién identificado en el cromatograma es concordante con el punto isoeléctrico

tedrico de cada proteina, eluyendo en primera instancia las proteinas con un pl mas proximo a
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6,5 (pl tedrico de 6,19 y 7,71 para la endo-1,5-a-L-arabinosidasa y PAFC, respectivamente). En
contraposicién, la migracién electroforética observada en el gel SDS-PAGE 16% para las
proteinas antifingicas PAFB, PAFC y PeAfpA difiere levemente del patrén de migracién
esperable en base a su peso molecular, lo que es debido a su elevada carga positiva como

proteinas catidnicas.
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Figura 9. Purificacion e identificacion de PeAfpA secretada por el sobreproductor PcMG0052. (A)
Cromatografia de intercambio catidnico para la purificacién de PeAfpA, se muestra la absorbancia a
280 nm (azul) y el gradiente de NaCl (linea verde) (B) Gel SDS-PAGE 16% de las fracciones
cromatograficas. Sb: sobrenadante crudo; FT: flow-through; M: SeeBlue Pre-stained protein
standard. Se cargd 1 pg de proteina pura PeAfpA como control. (C) Identificacion por huella
peptidica de PeAfpA (banda inferior de la fraccién 14) expresada heterélogamente con el casete

afpa en el transformante PcMGO0052.

Trabajos previos han descrito casos en los que se producen modificaciones de la secuencia
madura de las AFPs como consecuencia de truncamientos parciales en su extremo N-terminal
durante su procesamiento post-traduccional (Garrigues et al., 2017; Huber et al., 2018). En este
trabajo, el andlisis por huella peptidica ha permitido verificar el correcto procesamiento vy
secreciéon de la proteina PeAfpA producida por el sobreproductor PcMGO0052 de
P. chrysogenum, sin identificarse la pérdida o adicién de aminoacidos extra con respecto a la

secuencia de la proteina PeAfpA madura de P. expansum (Figura 9C).

Dado que PeAfpA y PAFB presentaban un mismo patron de elucion, se evalué la capacidad de

separar ambas proteinas mediante modificacién de las condiciones cromatograficas iniciales. Las
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proteinas PeAfpA y PAFB presentan un pl tedrico de 9,48 y 8,83, respectivamente. Dada su
diferencia en pl, la realizacion de la cromatografia de intercambio catidnico en tampdn Tris HCI
pH 8 y gradiente de elucién en NaCl 0-0,3M permitid separar ambas proteinas en dos picos
cromatograficos independientes, correspondientes a la proteina PAFB y PeAfpA,

respectivamente (Figura 10).

El rendimiento total obtenido de PeAfpA y PAFB puras tras las dos cromatografias fue de 4,8 y
5,3 mg/L, respectivamente. Por su parte, el rendimiento de purificacién de PeAfpA a partir del

cultivo de CMP-1 fue 4,2 mg/L, similar al obtenido con la cepa sobreproductora PcMGO0052.
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Figura 10. Repurificacion de PeAfpA y PAFB. (A) Cromatograma de la purificacion en columna de
intercambio catidnico a pH 8, en donde se muestra la absorbancia a 280 nm (azul) y el gradiente de
NaCl (linea verde). (B) Gel SDS-PAGE 16% de las fracciones correspondientes a los picos
cromatograficos. Sb: sobrenadante crudo; FT: flow-through; M: SeeBlue Pre-stained protein

standard. Se cargaron 2 pg de proteina pura de PeAfpA y PAFB como controles de la migracion.

4.5. Efecto protector de PeAfpA en limones frente a Penicillium digitatum vy

Penicillium italicum

La proteina PeAfpA ha demostrado presentar un efecto protector frente a la podredumbre
verde causada por P. digitatum en naranjas cv. Navel (Garrigues et al., 2018). Basandonos en
estos resultados, se procedid a optimizar las condiciones de inoculaciéon requeridas para
evaluar el efecto de PeAfpA frente a P. digitatum y P. italicum en el control postcosecha de

frutos de limén (Citrus limon (L.) Burn) variedad ‘Primafiori’.

Se realizé un primer ensayo de infeccion con el que determinar el efecto protector asociado a
la aplicacion de 100 pg/mL de PeAfpA (15 uM) frente al crecimiento de P. digitatum y
P. italicum a una concentracion de 1 x 10*y 2,5 x 10* conidios/mL, respectivamente. En este

caso, PeAfpA no provocd una reduccién de la incidencia de la infeccidn de P. digitatum tras 4 y
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5 dpi. En cambio, el tratamiento con PeAfpA si mostrd una disminucion significativa del
porcentaje de heridas infectadas por P. italicum a 4 dpi, con una reduccion media del 25%

respecto a los limones no tratados con PeAfpA. Sin embargo, esta proteccion se perdia a 5 dpi

(Figura 11).
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Figura 11. Efecto de PeAfpA sobre la infeccion de limones con P. digitatum (PHI26) y P. italicum
(PHI1). (A) Efecto de PeAfpA (15 uM) sobre la infeccion de limones variedad ‘Primafiori’. Las barras
representan la media de heridas infectadas junto a la desviacién tipica para tres réplicas de cinco
limones a dia 4 y 5 post-infeccion (dpi). El asterisco indica la existencia de diferencias significativas
en la incidencia de la infeccidn del tratamiento comparado con el control para cada dpi (test t-

student, *p<0,05). (B) Imagen representativa de los distintos tratamientos a 4 dpi.
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En este primer ensayo, las dosis de inéculos aplicadas generaron una infeccion practicamente
completa (100%) en los limones control no tratados con PeAfpA a 5 dpi, alcanzandose una
incidencia media del 97% a tan solo 4 dpi en el caso de P. italicum. Por tanto, la elevada dosis
de indculo aplicada resalta la agresividad de las condiciones de ensayo testadas, lo que
impedia evaluar la eficacia de PeAfpA a consecuencia de la rapida progresion de la infeccién

fangica.

Con el objetivo de optimizar las condiciones de inoculacidn, se realizé un segundo ensayo con
P. italicum en el que se redujo la dosis de indculo inicial a 1 x 10*y 5 x 103 conidios/mL. La
disminucién de la concentracién de conidios redujo el porcentaje medio de infeccion de los
limones control hasta el 65y 57% a 4 dpi, respectivamente, permitiendo evaluar la progresion
de la infeccién a 4, 5y 6 dpi. Sin embargo, a diferencia de lo observado en el primer ensayo, no

se detectaron diferencias significativas asociado a la aplicacién de PeAfpA (Figura 12).
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Figura 12. Efecto de PeAfpA sobre la infeccion de limones con P. italicum (PHI1). Las barras
representan la media del porcentaje total de heridas infectadas y su desviacion tipica para tres
réplicas de cinco limones a dia 4, 5 y 6 post-infeccion (dpi). No se detectaron diferencias
significativas en la incidencia media de la infeccién de cada tratamiento respecto a cada control (test

t-student, p < 0,05).

Finalmente, se evalud la reduccion de la concentracion de indculo inicial de P. digitatum hasta
5 x 103 conidios/mL. El tratamiento con 15 uM de PeAfpA generd una reduccidn significativa de
la incidencia de la infeccidn tras 4 dpi, manteniéndose este efecto a lo largo del ensayo (dia 5, 6
y 7). Adia 7, la incidencia media alcanzada fue del 64,58% en los limones tratados con PeAfpA,

un 27% inferior al grupo control (Figura 13).
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Figura 13. Efecto de PeAfpA sobre la infeccidn de limones con P. digitatum (PHI26). (A) Efecto
de PeAfpA (15 uM) sobre la infeccion de limones variedad ‘Primafiori’ inoculados con
P. digitatum. Las barras representan la media de porcentaje total de heridas infectadas y su
desviacion tipica para tres réplicas de cuatro limones a dia 4, 5, 6 y 7 post-infeccidn (dpi). Los
asteriscos indican la existencia de diferencias significativas en la incidencia de la infeccién de
cada tratamiento comparado con el control para cada dpi (test t-student, *p < 0,05). (B)
Imagenes representativas de la infeccién producida por P. digitatum a 6 y 7 dpi en limones

control (infeccion) y tratados con PeAfpA.
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5. Discusion

El objetivo global de este trabajo ha sido evaluar distintas estrategias biotecnoldgicas con las
gue optimizar la produccién de la proteina antifingica PeAfpA en P. chrysogenum, hongo
filamentoso de gran relevancia como biofactoria de metabolitos secundarios de interés
comercial (Guzman-Chavez et al., 2018). Esta biofactoria, ademas, se ha mostrado exitosa en la
produccidon homdloga y heteréloga de distintas AFPs (Garrigues et al., 2018; Sonderegger et al.,

2016).

El disefio de proteinas quiméricas mediante estrategias biotecnoldgicas permite combinar
distintos dominios proteicos que aporten nuevas funcionalidades a las proteinas, tal y como la
mejora de su solubilidad, capacidad de plegamiento, actividad enzimatica o propiedades
farmacocinéticas (Son et al., 2021). En este trabajo se ha evaluado el disefio de tres proteinas
guiméricas basadas en la combinacién dimérica de la proteina PeAfpA y en la fusién de PeAfpA
con la proteina anidnica Sca de P. digitatum, cuyos elevados rendimientos de produccién
alcanzados con el casete paf permiten hipotetizar un uso potencial como “scaffold” para la
mejora de la produccion biotecnoldgica de proteinas (Garrigues et al., 2020). La utilizacion del
sistema de clonaje modular FungalBraid ha permitido la generacién de un total de cuatro nuevas
piezas bdsicas, tres unidades transcripcionales intermedias y tres construcciones multigénicas
finales adaptadas al sistema de transformacién ATMT de hongos filamentosos. Tanto el sistema
FB como su analogo GB para plantas han sido caracterizados como sistemas de clonaje de
elevada eficiencia (Sarrion-Perdigones et al., 2013). En concordancia, en este estudio el 100% de
las colonias evaluadas mediante PCR colonia y analisis de restriccion contenian las

construcciones correctas.

A pesar de la correcta generacién y transformacion de las construcciones multigénicas, ninguno
de los transformantes evaluados para cada una de los dimeros fue capaz de producir una
cantidad detectable de proteina en los sobrenadantes de cultivo. Ademas, es resaltable la baja
eficiencia de transformacién alcanzada mediante el método ATMT, con un nimero de colonias
crecidas en medio de seleccion muy inferior a las transformaciones ejecutadas rutinariamente
en el laboratorio con P. chrysogenum (datos no incluidos). Las bajas eficiencias de
transformacion y la incapacidad de detectar la produccién de ninguna de las proteinas
guiméricas podria estar relacionado con un potencial efecto téxico asociado a la actividad
antifungica de las proteinas disefiadas, favoreciendo la seleccién en placa de los transformantes
en donde se han producido eventos de insercidon aberrantes y/o mutaciones que impiden su

correcta expresidon y secrecidon. Asimismo, cabe considerar la relevancia de la secuencia
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espaciadora sobre la estructura terciaria de las proteinas disefiadas, dado que su seleccién
puede influir directamente en la incorrecta agregacién o plegamiento de los dominios proteicos
(Zhang et al., 2009). La estrategia seguida en este trabajo se basd en reproducir el espaciador
identificado entre los dos dominios naturales de la defensina anidnica MtDef5, de estructura
tridimensional similar a las AFPs (Islam et al., 2017). Sin embargo, los resultados obtenidos
resaltan la importancia de considerar nuevas secuencias espaciadoras en base al modelado in

silico de la estructura terciaria esperable para cada una de las proteinas quiméricas.

La generacion de transformantes sobreproductores de AFPs constituye otra de las estrategias
biotecnoldgicas con los que incrementar los rendimientos de produccién de las AFPs. En este
trabajo se ha evaluado la produccién heterdloga de PeAfpA en el transformante PcMG0052 de
P. chrysogenum Apaf, en donde se ha confirmado su correcta produccién y secrecion. La
produccion homoéloga y heterdloga de AFPs en la cepa parental mutante Apaf tiene como
objetivo evitar la co-expresién de la proteina antifungica PAF, producida de forma natural en
cantidades muy elevadas (Sonderegger et al., 2016). Sorprendentemente, en este trabajo se
identificd la secrecién simultanea de las proteinas nativas PAFB y PAFC de P. chrysogenum,
junto con la proteina de interés PeAfpA, a dia 5 de incubacién. Es de destacar que hasta el
momento no se habia identificado la produccién natural de las proteinas PAFB y PAFC en la cepa
Apaf junto con proteinas heterdlogas bajo las condiciones usuales de cultivo. Recientemente,
Holzknecht et al. (2020) detectaron la presencia de PAFC en el sobrenadante de cultivo de la
cepa nativa Q176 de P. chrysogenum tras 96 h de crecimiento en medio minimo PcMM 1X. Sin
embargo, la produccioén identificada era insuficiente para su purificacion. Por otro lado, Huber et
al. (2019) unicamente detectaron la induccion y produccion de PAFB bajo condiciones de exceso

de nutrientes (PcMM 4X) tras un minimo de 48 h de cultivo.

A pesar de identificarse la coelucidn de PAFB y PeAfpA, ha sido posible separar ambas proteinas
en base a su punto isoeléctrico, incrementando el pH (de 6,5 a 8) al que se realiza la
cromatografia de intercambio catidnico. Por otro lado, la produccién simultanea de hasta tres
proteinas antifungicas en los sobrenadantes del sobreproductor PcMG0052 permite considerar
la posibilidad de abordar estrategias futuras basadas en la utilizacion de “cocktails” proteicos
como agentes de biocontrol. Diversos ensayos in vitro de actividad antifungica han mostrado la
existencia de interacciones sinérgicas que mejoran la capacidad antimicrobiana de distintas AFPs
(Gandia et al., 2020). En contraposicion, Gandia et al. (2021) no fueron capaces de detectar
efecto sinérgico o aditivo al evaluar la combinacién de PeAfpA y PAFB en el control de
P. digitatum y P. expansum en frutos de naranja y manzana, respectivamente. En este sentido,

la caracterizacién del modo de acciéon de la proteina PeAfpA y la determinacién de los

29



mecanismos de interaccidn entre distintas AFPs jugara un papel clave a la hora de abordar este

tipo de ensayos de combinacion en trabajos futuros.

En lo que respecta a los rendimientos de purificacion de PeAfpA, no se superaron los 5 mg/L
para la produccion heterdloga tras 5 dias de cultivo. A pesar de alcanzarse un rendimiento
similar al obtenido a dia 5 con la cepa silvestre CMP-1, el rendimiento es altamente inferior al
descrito con CMP-1 tras 10 dias de incubacion (125 mg/L) (Garrigues et al., 2018). Es esperable
gue la ejecucién de una Unica cromatografia bajo las condiciones optimizadas en este trabajo
permita minimizar las pérdidas asociadas al proceso de purificacion. Asimismo, serd necesario
evaluar el incremento del tiempo de incubacidn como mecanismo para mejorar los
rendimientos de produccién, siendo esperable una produccién superior a dia 7. Sin embargo,
hay que destacar que P. expansum, productor natural de PeAfpA, es un hongo fitopatégeno y
micotoxigénico, mientras que P. chrysogenum, biofactoria empleada en este trabajo para
producir PeAfpA, ha sido tradicionalmente utilizada en la produccién a gran escala de

metabolitos secundarios de interés biomédico y agroalimentario.

Ademads de la optimizacion de los rendimientos de purificacion, la futura aplicacién de las AFPs
en conservacion postcosecha requiere de la demostracién de su eficacia en ensayos in vivo de
infeccidn. En este trabajo se ha evaluado por primera vez el efecto de la proteina PeAfpA en la
proteccién de limones frente a los dos principales hongos fitopatégenos de citricos,
P. digitatum y P. italicum, aunque los resultados obtenidos resaltan la existencia de variabilidad

entre ensayos.

A pesar de que se haberse descrito una potente actividad antifingica de PeAfpA frente a
P. italicum en ensayos in vitro (MIC 2 ug/mL) (Garrigues et al., 2018), en este trabajo no se
detectd un efecto protector significativo y estable a lo largo de los dos ensayos efectuados en el
patosistema P. italicum — limén. Estos resultados son coincidentes con los observados sobre
naranjas var. Lanelate y Navel (Gandia et al., 2021). Asimismo, la existencia de discrepancias
entre los ensayos in vitro e in vivo han sido descrito con otras AFPs, como PAFC o PdAfpB
(Gandia et al., 2021). Entre algunos de los factores implicados podria considerarse la presencia
de sustratos especificos de los frutos que favorezcan el crecimiento fungico o reduzca su
susceptibilidad a las AFPs, asi como la presencia de compuestos especificos de la piel de los

citricos que puedan interferir en la actividad de las AFPs.

En este trabajo se ha identificado un efecto protector leve de PeAfpA frente a la podredumbre
verde causada por P. digitatum en limones ‘Primafiori’, generando un retraso en la progresion

de la infeccion observable cuando se aplica una concentracién de indculo inicial que permite
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monitorizar la evolucién de la infeccién a lo largo del experimento. A la hora de evaluar estos
resultados debe tenerse en cuenta las condiciones de inoculacién efectuadas. En este contexto,
la inoculacidn aislada de PeAfpA en cada una de las heridas puede estar contribuyendo al
crecimiento preferencial del micelio una vez alcanza las areas colindantes a la herida, en donde
la proteina estd ausente. Por tanto, la confirmacion de la viabilidad de PeAfpA como
biofungicida requerird de la ejecuciéon de ensayos que reflejen las condiciones de aplicacion

comerciales, en donde los fungicidas son aplicados sobre la superficie completa de los frutos.

Finalmente, las variaciones detectadas en la progresiéon temporal de las infecciones flngicas en
los frutos de limoén resaltan la relevancia de optimizar la concentracion de indculo inicial
aplicada en los ensayos de proteccién in vivo. Ademas, ponen de manifiesto la dificultad
asociada a la comparacion de distintos ensayos de infecciéon en funcidn de los protocolos

seguidos en cada caso, asi como la variabilidad existente entre ensayos.
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6. Conclusiones

VL.

Se han disefiado y generado correctamente tres construcciones multigénicas para la
bioproduccion de proteinas quiméricas basadas en PeAfpA. Sin embargo, no se ha
detectado la capacidad de produccién de ninguna de las proteinas disefiadas

biotecnoldgicamente en los transformantes de P. chrysogenum.

La expresidn heterdloga del gen de PeAfpA bajo el control de su propio promotor afpa ha

permitido la correcta secrecién y procesado de la proteina en P. chrysogenum.

Se ha detectado por primera vez la produccién simultanea de PAFB y PAFC en los
sobrenadantes de cultivo del transformante PcMG0052 de P. chrysogenum, lo que podria

permitir generar mezclas de proteinas antifingicas.

Se han optimizado exitosamente las condiciones cromatogréficas requeridas para la
purificacién de la proteina PeAfpA a partir de los sobrenadantes de cultivo de la cepa

PcMGO0052, separandola de la proteina antifingica PAFB.

PeAfpA no presenta efecto de proteccion frente a la infeccién de P. italicum sobre frutos

de limédn, a pesar de ser activa en experimentos de crecimiento in vitro.

PeAfpA presenta un efecto protector leve frente a la podredumbre verde causada por
P. digitatum en frutos de limén, generando un retraso de la progresién de la infeccidn

gue debera ser confirmado en trabajos posteriores.
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